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このような抗体は合成ワクチンの作製に有用であるO 私たちはニワトリ卵白リゾチーム (HEL) をモデル抗原とし
て，分子量 2000 以上のペプチド 4 種について検討し，シスチンに富んだペプチド Ploop 1 . n(57-107, Cys64心ys80，
Cys76-Cys94 を含む)による免疫が最も効果的であることを明らかにした。本研究は， HEL 反応性抗 Ploop 1 . n 抗
体の認識するエピトソープの構造を解析すること目的として， Ploop 1 . n の部分ペプチドとの反応や，アミノ酸配列
のわかっている他の鳥類リゾチームとの交叉反応や，合成ペプチド (59-82 ， 1 ケ所又は 2 ケ所のアミノ酸残基をアラ
ニンに置換したもの)との反応等を調べた。
(方法)
1. Ploop 1 . n および還元アルキル化 (RA) Ploop 1 . n による免疫: HEL 由来の部分ペプチドはすべて C18 逆相ク
ロマトグラフィーで精製して，アミノ酸分析で純度を確認した。 Ploop 1 . n およびRA Ploop 1 . n(57-107 , Cys 
はすべて還元カルボキシルメチル化)はマレイミド化して，牛ガンマグロプリンに N-succinimidy 1 3 -( 2 -
pyridyldithio) propionate (SPDP) を用いてSH基を導入したものと反応させ，得た複合物を家兎に免疫して抗血
清を得た。
2. エピトープの解析:抗血清から， HEL- セフアロースまたは RA Ploop 1. n セフアロースを用いて抗 Ploop 1 . 
E抗体または抗 RA Ploop 1. n 抗体を特異的に精製した。抗原として [3HJ -無水酢酸でアセチル化した Ploop 1 . 
E または RA Ploop 1 . n ，あるいは Iodogen 法で 1 2 5 1 ラベルした HEL を用いた。これらの抗体と抗原を 4 0C で 1
時間反応させた後，二重抗体法で結合を測定し， Scatchard プロットを行なって，平均結合定数 (Ko) を求めた。ま




1.シスチンに富んだ Ploop 1 . n は HEL に対して高反応性の抗体を産生したが，シスチン残基をすべて還元アルキ
ル化して，ループ構造を壊した RA Ploop 1. n の免疫では， HEL 反応性の抗体はほとんど産生されなかった。
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2. HEL 反応性抗 Ploop 1 . II 抗体の認識するエピトープ
1 )本抗体は RA Ploop 1 . II とも強く反応し，このペプチドの前半部分である 1 CM-Ploop 1 (57-84, Cys64-Cys 
80 とカルボキシメチル化 Cys-76 を含む)，さらにこの 1 CM-Ploop 1 のシスチンを還元アルキル化したペプチド (R
AP8-1) とも強く反応することから， 57-84 が主としてエピトープ形成に関与していることがわかった。
2 )抗 Ploop 1 . II 抗体では，二抗体 (R125， R126) が特にHEL に高い親和性を示し， HEL の Arg-68 が Lys-68 
に置換したボブホワイトウズラリゾチームでは，アフィニティが 1/3 に低下して， Arg-68 の関与が示唆された。
またリングネックキジリゾチームでは， HEL の Arg-73， Asn-77 がそれぞれ Lys-73， His-77 に置換しているが， ア
フィニティはわずかしか下がらず，この実験では， Arg-73, Asn-77 の影響はあまりみられなかった。 3 種のアヒル
リゾチームの交叉反応では， Cly-71 および Pro-79 のエピトーフ。の寄与が認められた。
3) 合成ペプチド 59-82 およびアミノ酸置換体との阻止反応の結果， Arg-68 をアラニンに置換すると， 1 /150 以
下にアフィニティの低下が見られ， Arg由73 をアラニンに変えるとさらにアフィニティが低下した。この他， Cly-71, 
Ser-72, Trp-62 の寄与も見られたが， Trp-63, Ile-78 の寄与は否定された。
(総括)
HEL反応性抗 Ploop 1 . II 抗体は， 2 つのループ内の Ploop 1 (57 -84, Cys64-Cys80 を含む)に高いアフィニティ
を持ち， Cys64-Cys80 を還元アルキル化したものに対して高いアフィニティは変わらなかった。他の鳥類リゾチーム
や合成ペプチドおよびその置換体との反応から， Arg-68 がエピトープの中心的役割を果たしていること，さらにCly-
71, Ser-72, Arg-73, Pro-79, Trp-62 などがエピトーフ。の形成に関与しているが， Trp-63, Asn-77, Ile-78 は関与し
ていないことが明らかとなった。
エピトープ形成に関与するアミノ酸残基をHEL 結晶のX線解析の結果と照合すると， シークエンス上は離れてい
るが，立体的には 1 つのまとまった接触面を形成できることがわかった。またHEL の可動性を調べると 3 つのピー
クがあり，そのうちの 1 つが Ploop 1 内の 68-74 であった。








して用いた。卵白リゾチームの部分ペプチド Ploop 1 . II を免疫原として用いると元の卵白リゾチームに強く反応す
る抗体が得られたので，この抗体が認識するエピトープを解析し重要なアミノ酸残基を決定した。その結果，通常
の抗ペプチド抗体が一次構造に依存する sequential なエピトープを主として認識するのと異なり，本抗体は，立体
構造が必須なエピトープを認識することがわかった。このエピトープは，また卵白リゾチームのなかで最も可動性に
富む部分を含んでいた。
これらの結果は，部分ペプチド免疫原をデザインするときのポイントとして，親水性と可動性に加え，例えばジス
ルフィド結合等により立体性をもたせることが重要であることを示唆しており，学位論文に値すると認められるO
? ?
